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三 疣 梭子蟹 Profilin 基因 全 长 cDNA 的 克隆 与 表达 
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摘要 : 三 疣 梭子蟹 (Portunus trituberculatus) 是 我 国 沿海 重要 养殖 品种 之 一 。 近 年 来 ， 养 殖 病害 呈 逐 年 上 升 
趋势 ， 制 约 了 三 疣 梭子蟹 养殖 产业 的 健康 可 持续 发 展 。 克 隆 三 疣 梭子蟹 免疫 相关 基因 、 研 究 免疫 基因 的 功能 和 作 
i 机制， 可 为 三 疣 梭子蟹 养 殖 病害 的 防治 葛 定 基础 。 本 研究 从 三 疣 梭 子 稳 血 细胞 全 长 cDNA 文库 中 克隆 了 742 bp 
的 profilin 基因 全 长 cDNA ,该 profilin 全 长 cDNA 中 开放 阅读 框 长 375 bp, 编码 125 aa. TE SEIT] — DER TIE profilin 
理论 等 电 点 pI 5.87， 氨 基 酸 序列 与 冈比亚 按 蚊 (Anopheles gambiae) profilin 同 源 性 最 高 ， 序 列 一 致 性 为 42.9%。 
KRIGE Æ RT-PCR 分 析 结 果 显示 ， 在 正常 的 三 疣 梭子蟹 机 体 中 ， 血 细胞 profilin 表达 水 平 最 高 ， 其 次 为 肝 胰 脏 ; 在 
致 病菌 副 溶 血 弧 菌 〈Vibrio parahaemolyticus) 诱导 后 ， 血 细胞 中 profilin 表达 量 显著 上 升 (P<0.01)， 表 明 profilin 
J 能 参与 了 三 疣 梭子蟹 的 免疫 防御 反应 ， 是 一 个 免疫 相关 因子 。 


关键 词 ， 三 疣 梭子蟹 免疫 ， 基 因 克 隆 ; Profilin; 基因 表达 
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cDNA Cloning, Characterization and mRNA Expression of a Profilin 
from the Swimming Crab Portunus trituberculatus 


SHEN Wang, YE Mao, SHI Ge, WANG Ri-Xin 


(Laboratory of Marine Biology Resources and Molecular Engineering, Ocean Science College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan | 316004, China) 


Abstract: We isolated and characterized the profilin full-length cDNA from hemocytes of swimming crab Portunus 
trituberculatus. The profilin cDNA consists of 742 bp and the 375 bp open reading frame encodes a polypeptide of 125 
amino acids, having a predicted isoelectric point of 5.87. The deduced amino acid sequence shows 42.9% amino acid 
sequence identity to the profilin of mosquito Anopheles gambiae. The profilin mRNA was highly expressed in hemocytes 
and moderately in hepatopancreas of normal crab. The higher expression of profilin mRNA is observed in crab 
challenged by the pathogenic bacterium Vibrio parahaemolyticus. These results suggest a potential role for profilin in 
pathogen host defense mechanisms. 


Key words: Portunus trituberculatus; Immunity; Gene cloning; Profilin; Gene expression 























Profilin 最 初 是 从 牛 脾 中 纯化 鉴定 的 一 个 与 肌 1994; Pollard & Borisy, 2003; Romero et al, 2007), 参 
动 蛋 白 单 体 (G-actim) 结 合 的 相对 分 子 质量 35 Kk 的 小 “与 肌 动 蛋白 活性 基础 上 的 生命 活动 ， 如 细胞 运动 、 
分 子 蛋 白质 。 现 有 研究 表明 ，profilin 普遍 存在 于 真 5 附 、 分 裂 、 形 态 发 生 以 及 细胞 内 的 膜 泡 运输 等 。 
核 生 物 细胞 中 〈Carlsson et al, 1977; Jockusch et al, profilin 除 参 与 肌 动 蛋白 相关 生理 活动 外 , 还 参与 机 
2007)， 与 肌 动 蛋白 单 体 按 1:1 结合 , 催化 肌 动 蛋白 。” 体 的 免疫 防御 反应 ， 是 一 个 免疫 相关 因子 ， 如 海胆 
单 体 的 ADP/ATP 核 背 交换 ， 生 成 G-ATP-actin,， 调 体腔 细胞 经 脂 多 糖 诱 导 后 , profilin 转录 水 平 显著 提 
节 肌 动 蛋 白 的 动力 学 活性 ， 影 响 运 动 细胞 边缘 肌 动 高 《Smith et al 1995);， 人 乳腺 癌 细 胞 中 profilin 表 
重 白 网 络 的 组 装 、 维 持 和 去 组 装 (Haugwitz et al, 达 量 显著 低 于 正常 乳腺 上 皮 细 胞 中 profilin 的 表达 
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量 ， 通 过 转 染 profilin cDNA 提高 乳腺 癌 细 胞 中 
profilin 表达 量 后 , 乳腺 癌 细 胞 恢复 正常 生长 anke 
et al, 2000); 果 晶 profilin 基因 突变 的 血细胞 吞噬 活 
性 增强 ， 表 明 果 晶 profilin 是 一 个 关键 的 吞噬 活性 
调节 因子 (Pearson et al, 2003). 

三 疣 梭子蟹 (Portunus trituberculatus). 是 我 国 
重要 的 海产 经 济 蟹 类 ， 也 是 90 年 代 虾 病 暴 发 和 流 
行 后 ， 作 为 对 是 替代 养殖 品种 发 展 起 来 的 大 宗 养 殖 
品种 。 但 近年 来 由 于 养殖 规模 的 不 断 扩 大 以 及 养殖 
集约 化 程度 的 不 断 提高 ， 三 疣 梭子蟹 养殖 病害 也 频 
频 爆发 ， 制 约 了 三 疣 梭子蟹 养殖 业 的 进一步 发 展 
(Chen et al, 2005; Li et al, 2008)。 克 隆 三 疣 梭子蟹 免 
疫 相 关 基 因 ， 研 究 免疫 基因 的 功能 和 作用 机 制 ， 可 
为 三 疣 梭子蟹 养殖 病害 的 防治 以 及 遗传 育种 奠定 
良好 基础 。 本 研究 从 三 疣 梭子蟹 血细胞 全 长 cDNA 
文库 中 克隆 了 一 个 profilin 基因 的 全 长 cPDNA 序列 ， 
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12 三 疣 梭子蟹 profilin 基因 的 生物 信息 学 分 析 与 
系统 树 构 建 
在 线 计算 三 疣 梭子蟹 profilin 理论 分 子 量 及 等 
电 点 (http://us.expasy.org/ pi tool.html; 
Bjellqvist et al, 1993; Bjellqvist et al, 1994); 
NetPhos2.0 Server 在 线 分 析 磷 酸化 位 点 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/; Blom et al, 
1999); TargetP 1.1 Server 在 线 分 析 亚 细胞 定位 信息 
Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/; Emanuels- 
son et al, 20000; 氨基 酸 序 列 比 对 使 用 Clustal W 
CThompson et al, 1994); 以 MEGA 4.1 软件 包 
(Kumar et al, 2008) 中 的 邻接 法 (nerghbor-joining 
method, NJ 构建 节肢 动物 profilin 系统 树 ， 选 择 
人 profilin 为 外 群 ， 参 数 设 置 为 默认 的 泊 松 校正 算 
法 ， 不 考虑 插入 /缺失 位 点 ， 同 时 ， 应 用 自 举 检验 
(bootstrap test) 重 抽样 1 000 次 估计 系统 树 中 节点 的 
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对 其 进行 生物 信息 学 分 析 ， 并 应 用 荧光 定量 














自 引 导 值 (bootstrap value) 














RT-PCR 技术 研究 了 该 基因 在 正常 三 疣 梭子蟹 不 同 
组 织 中 的 表达 水 平 差异 以 及 致 病菌 诱导 前 后 血 细 
胞 中 的 表达 水 平 变化 ， 为 研究 profilin 参与 的 三 疣 
T T ESO E D 8 sc NCBI Uni] A 


定 基 础 。 
1 材料 与 方法 


11 三 疣 梭子蟹 血细胞 全 长 DNA 文库 的 构建 及 

profilin 基因 克隆 

三 疣 梭子蟹 采 自 浙江 舟山 海域 。 成 年 雄性 三 疣 
梭子蟹 采集 后 饲养 于 恒温 水 族 箱 (25'C)， 饲 养 24 h 
后 ， 以 内 含 抗 凝 剂 (0.45 mol/L NaCl, 0.1 mol/L ij 5j 
糖 ，26 mmolL 柠 ' 檬 酸 ，30 mmolL 柠 檬 酸 钠 ，10 
mmol/L EDTA，pH4.6) 的 注射 器 从 蟹 肢 体 未 硬化 部 
位 抽取 血 淋 巴 ， 立 即 4C 2000 g 离 心 5 min， 收 集 
血细胞 (Söderhäll & Smith, 1983)， 采 用 TRIZOL 法 
提取 三 疣 梭子蟹 血细胞 总 RNA，mRNA 的 分 离 根 据 
Invitrogen 公 司 FastTrack@ 2.0 Kit 试 剂 盒 操 作 手 册 进 
行 ， 通过 poly(T) 纤 维 素 柱 亲 和 层 析 ， 从 三 疣 梭子蟹 
血细胞 总 RNA 中 分 离 polyA mRNA。 全 长 cDNA 文 
库 的 构建 按 Clontech 公 司 SMART cDNA 全 长 文库 构 
建 试剂 盒 说 明 书 进行 ， 连 接 载体 使 用 pGEM-T easy 
T 载 体 , 转化 菌株 为 E. coli (DH10B)。 文库 克隆 子 测 
序 引 物 为 M13F (5-TGT AAA ACG ACG GCC 
AGT-3) 和 M13R(5'-CAG GAA ACA GCT ATG 
ACC-3). 。 测 得 的 ESTs 序 列 通 过 BLASTX 检 索 
GenBank nr 数据 库 寻 找 同 源 基因 。 
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构建 系统 树 所 用 节肢 动物 和 人 profilin 如 下 : 

中 国明 对 虾 CFenneropenaeus chinensis, FJ480175)、 
凡 纳 滨 对 虾 CLitopenaeus vannamei, ABI93174). 
斑 节 对 虾 (Penaeus monodon, ABU974740. AX 

(Bombyx mori, NP 001037108)、 黑 腹 果 |! 

(Drosophila melanogaster, NP 4770160. [X EN 
zix (Anopheles gambiae, XP 553744). Wu 

(Acyrthosiphon pisum, NP 001156129, XP. 
001945869, XP. 001945923), fA, (Lepeophtheirus 
salmonis, ACO12777). f& Uil (Caligus rogercresseyi; 
ACOI10829 ) 、 JA] TE C Ixodes scapularis ， 
XP 002414739). JG JN H5 CBlomia tropicalis , 
AAQ24553 )、 棉 兰 皱 皮 螨 CSuidasia medanensis; 
AAX34044)、 人 CHomo sapiens, NP 005013. 
NP 444252 . NP 002619 、 NP 001025057 . 
NP. 955378). 
1.3 Profilin 基因 表达 的 荧光 定量 RT-PCR 分 析 
1.3.1 ”Profilin 基 因 在 三 疣 梭子蟹 不 同 组 织 中 的 表 
达 分 析 ”从 5 只 雄性 三 疣 梭子蟹 分 别 采集 等 量 的 血 
细胞 、 肌 肉 、 肝 胰 脏 、 眼 组 织 ， 按 组 织 差 别 将 5 个 
体 来 源 的 组 织 合并 后 提取 总 RNA。 血细胞 总 RNA 提 
取 ， 按 1.1 进行 ， 其 它 组 织 采 集 后 先 液 氮 研磨 ， 再 
用 TRIZOL 法 提取 总 RNA。 以 组 织 总 RNA 为 模板 ， 
oligo(dT)18 为 引物 ， 按 全 式 金 EasyScript Reverse 
Transcriptase 说 明 书 操作 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 链 。 
以 三 疣 梭子蟹 核糖 体 蛋 白 S18 (RpS18) 为 内 参 基因 ， 
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采用 亦 光 定量 RT-PCR 技 术 研 究 profilin 基 因 在 不 同 
组 织 中 的 差异 表达 。 RpS18 基因 RT-PCR 引 物 : 

Ptrs18-F: 5'-AGG AGG AGG TTG AGA AGA TTG 
T-3', Ptrs18-R: 5'- GCA GCT TGG TTT CCA GGT 
AG-3', 扩 增 片段 长 度 141 bp: profilin 基 因 RT-PCR 
引物 : Ptpro-F: 5'-GCA AGA AGG AAA CAA CTG 
GAG -3', Ptpro-R: 5-GAG GTG GTC AGC CAT 
ACA GTC-3'， 扩 增 片 段 长 度 125 bp。RT-PCR 反 应 
体系 : 第 1 链 cDNA 2uL, SYBR Premix Ex TaqTM(2 
X)12.5uL, Lif914]0.5 uL (10 hmoVL)， 下 游 引 
物 0.5 uL (10 humolD)， 加 9.5 虑 去 离子 水 至 总 体积 
25 pL。 扩 增 条 件 : 95'C 预 变性 2 min; 94C 变 性 10 
s, 60C 40s, 40 个 循环 。 反 应 在 ABI 7500Fast 实 时 
定量 PCR 仪 上 进行 ,定量 的 数据 结果 采用 2 ^^ct 
法 (Livak et al, 2001) 进行 分 析 。 三 疣 梭子蟹 profilin 
























































射 菌 液 后 3、6、12、24 hb 如 前 所 述 抽取 血 淋 巴 并 提 
取 总 RNA。 实 时 谈 光 定量 PCR 分 析 操 作 按 1.3.1 XE 
行 。 

2 结 R 


2.4. 三 疣 梭子蟹 profilin 基因 克隆 与 鉴定 

用 引物 M13F 和 MISR 对 三 疣 梭子蟹 全 长 
cDNA 文库 进行 初步 测序 ， 获 得 74 条 ESTs 序列 ， 
将 ESTs 序列 进行 拼接 ， 共 得 到 23 条 unigene， 包 
含 6 个 序列 重合 群 (Contigs) 和 17 条 Singletons。 
其 中 一 个 包含 7 条 ESTs 序列 的 序列 重 丛 和 群 经 
BLASTX 检索 到 的 同 源 基因 均 为 profilin, J- K] kk 
亚 按 蚊 profilin CXP. 553744) 同 源 性 最 高 ， 氨 基 酸 
序列 一 致 性 为 42.9%， 因 此 ， 该 基因 为 三 疣 梭子蟹 
的 profilin 基因 。 三 疣 梭子蟹 血细胞 cDNA. 文库 测 
































































































































在 不 同 组 织 及 致 病菌 诱导 前 后 的 相对 表达 量 采 用 








序 得 到 的 7 条 profilin ESTs 序列 仅 在 3-UTR 末端 可 


























SPSS 统 计 软件 进行 test 检验 ，P<0. 05 认为 差异 有 
统计 学 意义 。 
1.3.2 ”三 疣 梭子蟹 血细胞 Profilin 基 因 在 副 溶血 弧 
B (Vibrio parahaemolyticus) 诱导 下 表达 的 时 空 差 
MW ” 副 溶 血 弧 菌 在 LB 液体 培养 基 扩 大 培养 后 
离心 收集 细菌 ， 无 菌 去 离子 水 洗涤 3 次 ， 最 后 用 无 




















































































































能 由 于 加 尾 时 剪 切 位 点 不 同形 成 1 一 3 个 核 苷 酸 的 
长 度 差异 ， 因 此 ，7 条 profilin ESTs 序列 应 为 同一 
基因 的 转录 产物 。 三 疣 梭子蟹 profilin 基因 cDNA 
一 致 序列 长 度 为 742 bp 不 包括 polyA, Genbank 
登录 号 ; GU253912)， 由 66 bp 的 5'-UTR, 375 bp 
的 编码 区 和 301 bp 的 3-UTR 组 成 , 在 3-UTR 末端 


















































菌 去 离子 水 稀释 到 10? CFU/mL4& JH] . 5 只 雄性 三 疣 
梭子蟹 ( 重 250~300 g/ 只 ) 在 恒温 水 族 箱 (25'C) 暂 
养 24 h 后 ， 每 只 抽取 0.3 mL 血 淋 巴 ， 合 并 后 按 1.1 
提取 总 RNA， 然 后 每 只 人 蟹 注射 50 LRR, HEE 
























































有 加 尾 信号 AATAAA (图 1)。 编 码 区 推导 的 氨基 
酸 序列 由 125 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 理 论 相 对 分 子 质 
量 13 739.38， 预 期 等 电 点 pI 5.87, 在 线 磷 酸化 位 点 
分 析 显 示 三 疣 梭子蟹 profilin 共有 11 个 可 能 的 磷酸 























AGTACACTGCCTTAGTCCGGCCCGCCAGCACCTCTATCTCCCGCTGCACGTCCACAACGCCAAAAGATGTCTTGGAAC 78 


MS WN 4 


AGTTACATCGAAAACCTCATCAGCAGCAGCCATGTCCAGAAGGCTGCAATCTACGGACTAGATGGCTCAAAATGGGCA 156 
SYIENLISSSHYVQKAAIYGLDGSEKIWA 30 
GCCTCTGAAGGATTCGAAGTTAGTAAAGAAGAATTCGATGCAATAAAGGCTGGCTTTAATGATACCAAGAACTTCAGC 234 
ASEGFEVSKEEREFDAIKAGFNDTKNFS 56 
ATGTCAGGCATGCGTGTGGGCCAAACAAAGTTCTTTTTCCTGAGTGGCTCTGATGACATTCTAAGAGGCAAGAAGGAA 312 
MS5GMRVGQTKFFFLSGSDDILRGEKKE 82 
ACAACTGGAGTGCATGTAGCCAAGACTGAACAGGCCATAATTATTGGCTACTATGACCAAGCATCCACATCCAACTTG 390 
TTGVHVAKTEQAIIIGYYDQASTSNL 108 
TGTGCAACACAAGTGGACTGTATGGCTGACCACCTCAAGAAGTCAGGTTACTAGGCAATGACTTACAAAGTGAACTGA 468 
CA TQVDCHMADHLEKREKSGIY«s 125 
GAGAGAGAGAGCGAGAGAGAGCGAGAGATTAGACTAAGACCTTCTATAGAATACCAAGTATACCACAAGTTGTGTATT 546 
TCTTTTTTTCCATAATGTGACGTCTAAAATACTTGTTTATATCTGTATTTTTCCTACTACTCAAAAGGAGGTCCCAGT 624 
TCTTTAACAAGTAATGATGCTAAATGACCATCTTCTAAAGTGAAGTCTATTGAAAAGGTGATTCTTCTCTTATTTTCA 702 
TCAACAACATAATTGAATATGCAATAAACCCCTATCTTCTAAAAAAAAAAAAMAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 775 























图 1 三 疣 梭子蟹 profilin 的 全 长 cDNA 序 列 和 








E 导 的 氨基 酸 序列 














Fig.1 The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the profilin from Portunus trituberculatus 








星 号 终止 密码 子 ， 阴 影 ， 加 尾 信 号 。 


The asterisk (*) indicates stop codon, and the shadow indicates poly (A) signals. 
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化 位 点 , 分别 为 Ser5/32/38/56/58/71/104/123. Thr84 
和 Tyr6/125。 
蛋白 亚 细 胞 定位 分 析 结 果 表明 ， 推 导 的 三 疣 梭 

TÍS profilin RAAEN 末端 信号 肽 、 无 线粒体 及 核 
定位 信号 、 无 内 质 网 停留 信号 、 无 过 氧化 酶 体 结合 
信号 、 无 DNA 或 RNA 结合 信号 、 无 外 分 泌 信 和 号 ， 
表明 该 profilin 蛋白 分 布 于 细胞 质 中 ， 细 胞 定位 特 
征 与 引言 中 所 述 功 能 一 致 。 
22 Profilin 的 序列 分 析 比 对 与 系统 发 生 分 析 
E 导 的 三 疣 梭子蟹 profilin 氨基 酸 序 列 与 6 种 
节肢 动物 门 动物 profilin 的 序列 比 对 结果 如 图 2 所 
7 (K| 2)。 三 疣 梭子蟹 profilin 与 中 国明 对 是 

CFenneropenaeus chinensis，FJ480175)、 几 纳 滨 对 
WP CLitopenaeus vannamei, ABI93174). PE xu 

(Penaeus monodon, ABU97474). ZX*& (Bombyx 
mori, NP 0010371080. ¥ E "Rd C Drosophila 
melanogaster, NP. 477016) X] tk XE ttx CAnopheles 
gambiae, XP 553744) 等 profilin 的 氨基 酸 一 致 性 
分 别 为 35.71 %、36.5 %、34.9 %、40.5 %、38.10 96 
和 42.9 %。 

以 人 的 5 种 profilin 亚 型 为 外 群 构建 的 节肢 动 

物 门 profilin NJ 系统 树 如 图 3 Bre. GET] 

(Chelicerata) 3 个 物种 的 profilin 聚 在 一 校 ， 有 晒 
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在 一 梳 ， 甲 壳 纲 文献 报道 的 5 种 profilin 以 及 本 研 
究 报 道 的 三 疣 梭子蟹 profilin 也 聚 为 单独 一 枝 ， 但 
在 甲壳 纲 中 ，3 种 对 虾 profilin 并 未 聚 为 一 枝 ， 其 中 
凡 纳 滨 对 是 〈 软 甲 亚 纲 ，Malacostraca) profilin 与 
PEWA (Maxillopoda) 两 种 鱼 乱 的 profilin 亲缘 
关系 更 近 ; 三 疣 梭子蟹 与 对 是 同属 软 甲 亚 纲 十 足 目 
(Decapoda)， 三 疣 梭子蟹 profilin 与 中 国明 对 是 、 
斑 节 对 是 profilin 亲缘 关系 较 近 ， 而 与 凡 纳 滨 对 是 
profilin 亲缘 关系 较 远 。 
2.3 ”三 疣 梭子蟹 profilin 的 表达 分 析 

RICE Æ RT-PCR 分 析 结 果 显 示 ，profilin 在 未 
诱导 的 三 疣 梭子蟹 血 细胞 、 肝 胰 脏 、 眼 和 肌肉 中 均 
有 表达 《图 4A)。 其 中 血细胞 profilin 表达 量 最 高 ， 
其 次 为 肝 胰 胜 ， 相 对 表达 量 为 血细胞 的 0.2 fà 
(P<0.01)， 而 在 眼 和 肌肉 中 profilin 表达 量 极 低 ， 
相对 表达 量 分 别 仅 为 血细胞 的 0.028 fii CP«0.01) 
和 0.002 倍 (P<0.01)。 

以 诱导 前 三 疣 梭子蟹 血细胞 profilin 表达 量 为 
HE, KIGE RT-PCR 分 析 副 溶血 弧 菌 诱导 后 不 
同时 间 血 细胞 profilin 表达 量变 化 结果 显示 :诱导 3、 
6、12 和 24h 后 ，profilin 表达 量 分 别 相当 于 与 诱导 
前 的 1.91 fi& CP«0.01D. 121 f$ CP<0.01), 0.78 f 

(P<0.01) 和 0.62 fi (P<0.01)， 表 明 血 细胞 中 


















































































































































































































































亚 门 (Mandibulata〉 昆 虫 纲 代表 物种 的 profilin R profilin 的 在 副 溶 血 弧 菌 诱导 下 表达 量 上 调 ， 
70 
SUCRE MSWQDYVDNQLLASQCVTKACIAGHDGN TWAQSSGFEVTKEELSKL ISGFDQQDGL TSNGVTLAGQRY TY 
冈比亚 按 蚊 MSWQDYVDNQLLASQCVSKAAIAGHDGGVWAKSEGFEVSKEEVAKIVQGFDKTELLTSGGYTLAGQRYIY 
ZE MSWQDYVDKQLMASRCVTKAAIAGHDGNVWAKSEGFEISKDEVAKIVAGFENESLLTSGGVT IAGTRY TY 
凡 纳 滨 对 是 MSWQNYVDQQLMGSGFVSKAY IAGHDGTLWAKSDNTEPSREELVKLANSFTDQKGLAMTGVEMGGEKYFY 
中 国 对 是 MSWDQYVSKQLVESGNVKMGAICGLDGSVWAASPDLKITRDEVKTIANNFGTDN-FNTSGVMLSGERFVF 
JUS SE MSWDQYVSKQLYESGNVKMGAICGLDGS IWAASPDLK ITQEEVKT IANNFGTDN-FHTSGVMLSGERYVF 
EU EE MSWNSY IEN-LISSSHVQKAAIYGLDGSKWAASEGFEVSKEEFDA IKAGFNDTKNFSMSGMRVGQTKFFF 
ook ko. ol k; Ok Ok 0, Gk x ek dokok, 1: izk z k TE- S 
120 
TERE LSGTDRVVRAKLGRSGVHCMKTTQAVIVSIYEDPVQPQQAASVVEKLGDYLITCGY 
冈比亚 按 蚊 LSGTDRVIRAKLGKTGVHCMKTQQAVIVSIYEEPVQPQQAASIVEKLGDYLITCGY 
Ak LSGTDHIIRAKLGKYGVHCMKTQQAVY ISLYEEP IQPQQAASVVEKLGEYLITCGY 
凡 纳 滨 对 虾 LSGTDKVIRCKKGKAGMHCMKTLQAVLIAMFEDPIQPPQVASIVESLGEYLISMTY 
中 国 对 是 LRAEEGNLRAKKGKKFLHI TKTNTALTMGISEEP IQPGCCTCTVEALGDYLKGLNY 
斑 节 对 是 LRAEEGNMRAKKGKKFLHI TKTNTAFTMGMCEEPVQPSCCSCTVEALGDYLKGLNY 
EX EZ LSGSDDILRGKKETTGVHVAKTEQATI IGYYDQASTSNLCATQVDCMADHLKKSGY 
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Fig.2 Multiple sequence alignment of the profilins from arthropod 
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Fig.3 Phylogenetic analysis of the profilins of arthropod by Neighbor-Joining method 
重 抽样 1 000 次 计算 bootstrap fH. >40 的 标注 于 节点 上 ; 下 划 线 示 三 疣 梭子蟹 profilin ERAH 


The bootstrap values were calculated by resampling the alignment 1 000 times, and only values above 40 are shown. Underline indicates the profilin 


of Portunus trituberculatus. 
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(A) 三 疣 梭子蟹 
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变化 ，*P<0.01。 


(A) Expression of profilin mRNA in Portunus trituberculatus tissues. The levels of profilin transcript 


transcript level. Expression levels were calculated relative to the level of profilin in hemocytes (arbitrari 
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图 4 ”实时 区 光 定 量 RT-PCR 分 析 三 疣 梭子蟹 profilin 的 差异 
4 Differential expression analysis of profilin by Real-time 
P profilin 的 表达 差异 ，*P<0.01; B) K 
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细胞 profilin 的 表达 量 





were expressed relative to the RpS18 


y defined as 1). Significant differences 


from hemocytes are indicated with an asterisk at P<0.01. (B) The temporal profilin mRNA expression level after Vibrio parahaemolyticus 


challenge in P. trituberculatus hemocytes. The levels of profilin transcript were expressed relative to the RpSI8 transcript level. Expression levels 


were calculated relative to the level of profilin in the unchallenged group (arbitrarily defined as 1). Significant differences from the unchallenged 


group are indicated with an asterisk at P«0.01. 








后 下 调 (图 
3 讨论 





4B). 








已 有 的 大 量 研究 结果 表明 , profilin 是 


存在 于 真 核 生物 细胞 中 的 小 分 子 蛋 
在 真 核 生物 的 各 个 类 科 
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。 同 时 也 发 现 profilin If] 44 
基 酸 序列 并 不 保守 ， 来 源 于 不 同 物种 ， 甚 至 来 源 于 
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同一 物种 的 profilin 不 同 异 构 体 之 间 和 氨基 酸 序列 同 
源 性 都 可 能 较 低 (Pollard & Quirk, 1994; Obermann 
et al, 2005). 但 profilin 的 二 级 结构 和 三 级 结构 非常 
保守 : 4 个 a 螺旋 包围 在 由 7 A B ESSERI 
的 外 部 ， 形 成 球状 结构 ， 在 分 子 表面 有 三 个 配 体 结 
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即 主 要 在 血细胞 中 以 组 成 型 表达 ， 肌 肉 、 眼 等 非 免 
疫 相关 器 官 中 检测 到 的 微量 表达 可 能 是 组 织 血 管 
中 残留 血细胞 造成 的 〈Destoumieux et al, 2000; 
Smith et al, 2008). = JER T EBUR VeL mI Var MIL ST PT S 
导 后 血细胞 中 profilin 表达 量 显著 上 调 〈P<0.01 )， 


































































































构 域 , 分 别 结合 肌 动 蛋白 单 体 (包括 妥 动 蛋白 相关 重 
白 ， 如 ARP2. ARP3). RAX pro 伸展 结构 的 蛋白 
质 (PLP 配 体 ， 如 Formin 蛋白 家 族 ) 和 4,5- 二 磷 
脂 酰 肌 醇 (PIP2〉 等 三 大 类 配 体 (Mahoney et al, 
1997)， 构 成 三 个 配 体 结 构 域 的 氨基 酸 序列 相对 保 
守 (Huang et al, 1996)， 特 别 是 N 末端 第 三 个 氨基 
酸 残 基 Trp3, 在 所 有 报道 的 profilin 中 仅 在 人 profilin 
IV 中 发 生 突变 (Obermann et al, 2005)。 本 研究 克 
隆 的 三 疣 梭子蟹 profilin 由 125 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 
氨基 酸 序列 比 对 显示 与 另 6 种 节肢 动物 有 上 蜂 亚 门 动 
物 的 profilin 相似 性 较 低 ， 氮 基 酸 一 致 性 只 有 
34.995—42.995, 但 N 末端 相对 较为 保守 ， 该 区 域 为 
PLP 配 体 结 合 结构 域 的 一 部 分 , 同时 N 末端 第 三 位 
氨基 酸 残 基 也 为 保守 的 Trp 残 基 。 因 此 ， 三 疣 梭 子 
fE profilin 与 已 报道 的 其 他 物种 profilin 演化 规律 一 
致 ， 氨 基 酸 一 级 结构 保守 性 较 低 ， 但 构成 配 体 结合 
雪 构 域 的 部 分 区 段 较为 保守 。 和 蛋白 亚 细 胞 定位 分 析 
吉 果 显示 ， 本 研究 克隆 的 三 疣 梭子蟹 profilin 定位 
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与 对 是 白斑 病毒 OWSSVO 诱导 后 的 中 国明 对 是 、 
斑 节 对 是 血细胞 中 profilin 表达 量变 化 一 臻 
(Somboonwiwat et al, 2006; Kong et al, 2009), 表明 
本 研究 克隆 的 三 疣 梭子蟹 profilin 参与 了 致 病 微 生 
物 感染 后 免疫 防御 反应 ， 是 一 个 免疫 相关 因子 。 
真 核 生物 中 profilin 异 构 体 的 种 类 比较 复杂 ， 
低 等 真 核 生物 有 1—3 种 profilin 异 构 体 ， 而 高 等 真 
核 生物 中 可 能 更 多 ， 例 如 阿 米 巴 虫 ( Dictyostelium 
discoideum) MEWA (Caenorhabditis elegans) 
各 有 三 种 profilin 异 构 体 〈Arasada et al, 2007; Polet 
et al, 2006),， 兰 椎 动物 目前 已 报道 的 profilin 有 4 种 
类 型 ， 即 profilin I—IV (Polet et al, 2007)， 并 且 不 
IH] profilin 异 构 体 有 不 同 的 组 织 表达 特异 性 
(Obermann et al, 2005; Polet et al, 20060. 甲壳 纲 已 
报道 的 profilin 基因 较 少 ， 在 NCBI nr 蛋白 质数 据 
中 仅 检 索 到 $ 个 profilin 基因 ， 分 别 来 自 软 甲 亚 纲 
的 3 种 对 是 和 显 足 亚 纲 的 两 种 鱼 乱 .系统 分 析 显 示 ， 
ZPR T ÉE profilin 与 中 国明 对 是 、 斑 节 对 虾 profilin 
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细胞 质 ， 提 示 该 profilin 可 能 也 是 通过 调节 细胞 
遥 动 蛋白 的 动力 学 活性 参与 细胞 生理 过 程 。 细 胞 
Ex 
3 









































KARRO, REH: MALAE, profilin 
与 两 种 鱼 乔 的 profilin 亲缘 关系 更 近 ， 没 有 与 同属 



















































































质 中 profilin 在 和 蛋白 激酶 的 众 化 下 ， 通 过 磷酸 化 
去 磷酸 化 修饰 的 方式 调节 活性 ， 进 而 影响 细胞 骨架 
的 动态 变化 《Vemuri & Singh, 2001)， 在 线 做 磷酸 


























于 软 甲 亚 纲 十 足 目 的 中 国明 对 虾 、 斑 节 对 虾 、 三 疣 
梭子蟹 profilin 聚 在 一 枝 (图 3)， 与 Kong (2009) 
等 报道 的 对 虾 profilin 聚 类 关系 类 似 。 同 时 ， 本 研 





























化 位 点 分 析 显 示 。 三 疣 梭子蟹 profilin 共有 11 个 可 
能 的 Wt 酸化 位 点 ， 分 别 为 
Ser5/32/38/56/58/71/104/123、Thr84 和 Tyr6/125， 对 
这 些 潜在 磷酸 位 点 的 进一步 研究 ， 将 有 助 于 了 解 生 
理 条 件 下 profilin 的 动态 修饰 与 作用 机 制 。 
WICE Æ RT-PCR 分 析 三 疣 梭子蟹 profilin 组 织 
表达 特异 性 结果 显示 ， 本 研究 克隆 的 profilin 主要 
在 三 疣 梭子蟹 免 疫 相 关 组 织 和 器 官 ( 血 细胞 和 肝 胰 
脏 〉 中 表达 ， 而 在 眼 和 肌肉 中 的 表达 量 极 低 ， 分 别 
仅 为 血细胞 中 表达 量 的 0.028 倍 (P<0.01) 和 0.002 
省 (P<0.01)， 与 中 国明 对 是 profilin 组 织 表 达 特 异 
性 相似 (Kong et al, 2009), 提示 甲壳 类 血细胞 来 源 
profilin 在 机 体 组 织 中 的 表达 模式 可 能 与 甲壳 类 抗 
菌 肽 ， 如 penaeidins、curstin 等 的 表达 模式 类 似 ， 
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究 报 道 的 三 疣 梭子蟹 profilin 与 中 国明 对 虾 、 斑 节 
对 虾 profilin 均 克 隆 自 血 细胞 ， 在 外 源 致 病 微生物 
诱导 下 表达 量 均 上 调 ， 参 与 免疫 防御 反应 ， 且 组 织 
表达 特异 性 研究 表明 ， 三 疣 梭子蟹 、 中 国明 对 是 
profilin 主要 在 免疫 相关 组 织 血 细胞 和 肝 胰 脏 中 表 
达 (Somboonwiwat et al, 2006; Kong et al, 2009)， 而 
凡 纳 滨 对 是 profilin 克隆 自 鳃 组 织 ， 在 是 白斑 病毒 
CWSSV) 诱导 后 表达 量 下 调 CClavero-Salas et al, 
2007)。 因 此 ，profilin NJ 系统 树 中 甲壳 纲 profilin 
的 系统 发 生 关 系 提示 ， 三 疣 梭子蟹 、 中 国明 对 虾 、 
斑 节 对 是 profilin 与 凡 纳 滨 对 虾 profilin 可 能 分 属 两 
种 不 同类 型 的 profilin, 甲壳 纲 动物 中 应 有 两 种 或 两 
种 以 上 profilin 异 构 体 ， 并 可 能 具有 不 同 的 组 织 表 
达 特 异性 和 生理 活性 。 
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